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ANTICORPS ANTI-IDIOTYPIQUES DES FACTEURS DE CROISSANCE DES 
FIBROBLASTES ET LEUR UTILISATION COMME MEDICAMENTS. 



L'invention a pour objet des anticorps anti-idiotypiques des facteurs de croissance 
des fibroblastes et leur utilisation comme medicaments. . 

Les facteurs de croissance des fibroblastes, ou facteurs de croissance 
fibroblastiques (FGFs, « fibroblast growth factors ») sont actuellement reconnus comme 
les acteurs majeurs de l'homeostasie cellulaire. Le r61e des FGFs a et£ dernontre dans 
1'angiogenese, la tumorigenese et les degenerescences neuronales. 

La diminution des FGFs provoque Papoptose (mort programmed de la cellule), et 
leur surabondance provoque la multiplication cellulaire. 

Les facteurs de croissance des fibroblastes sont une famille de peptides de 16-30 
kDa se liant a Hieparine. Des exemples des membres de la famille des FGFs sont : 
facteur de croissance des fibroblastes acides aFGF (« acidic fibroblast growth 
factor »)/FGF-l (Jaye et aL> Science 233: 541, 1986), facteur de croissance des 
fibroblastes basiques bFGF (« basic fibroblast growth factor »)/FGF-2 (Abraham et al, 
Science 233 : 545, 1986), int-2/FGF-3 (Smith et al, EMBO J. 7 : 1013, 1988), FGF-4 
(Delli-Bovi et al., Cell 50 :729, 1987), FGF-5 (Zhari et al., Mol. Cell Biol. 8 :3487, 
1988), FGF-6 (Maries et al., Oncogene 4 : 335, 1989) ; FGF-7 (Finch et al., Science 
245 :752, 1989), FGF-8 (Tanaka et al., Proc. Nati. Acad. Sci. USA 89 : 8928, 1992) et 
FGF-9 (Miyamoto et al., Moi. Cell Biol. 13 :4251, 1993). 

La demande de brevet WO 90/05184 (CHIRON) decrit des compositions 
contenant des FGFs humains basiques et acides, qui sont acetyles en position amino- 
terminale. Les demandes WO 96/35708 et WO 96/35716 (HOPKINS UNIVERSITY 
OF MEDICINE) decrivent respectivement des homologues des facteurs de croissance 
des fibroblastes 1 et 2. 

A ce jour, au moins 18 genes codant pour des peptides de cette famille ont et6 
identifies. Quatre genes differents codent pour des tyrosine kinases trarismembranaires 
identifiers comme des recepteurs des FGFs, appeles FGF-R 1 a 4. Chacun de ces genes 
peut generer plusieurs isoformes par epissage optionnel de TARN prdmessager. La 
structure de ces genes est conservee, e'est-a-dire que leur domaine extracellulaire est 
constitue de 2 ou 3 domaines de type immunoglobulin et d'un domaine intracellulaire 
doue d'activite tyrosine kinase. Ainsi, Fisoforme de FGF-R1 comportant les 3 domaines 
de type immunoglobulin (FGF-R1/3 boucles) lie ie FGF2 et non le FGF1, alors que 
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risoforme FGF-R1/2 boucles lie avec la meme affinite FGF1 et FGF2. Par ailleurs, 
l'utilisation de l'exon Elb confere au FGF-R2 (FGF-R2b) la competence a lier le FGF1 
sans lier FGF2, alors que ^utilisation de Fexon IQc lui confere la competence a lier 
FGF1 et FGF2 (Revue Bikfalvi A. Klein S., Pintucci G., Rifkdn DM., Endocrine 
reviews, 1997, 18, 26-45). 

Or un facteur de croissance peut induire de nombreux effets dififerents par 
exemple la proliferation ou la survie, selon qu'il se lie a Tun ou a Tautre de ses 
recepteurs. L'immunoneutralisation peut done avoir des effets ben6ftques en inhibant la 
proliferation, mais aussi des effets indesirables en diminuant la survie. 

L'analyse des fonctions in vivo resultant de T activation de l'un quelconque des 
recepteurs de facteurs de croissance se liant a lneparine, tels que les FGFs, se heurte a 
deux ecueils majeurs. 

D'une part, la combinaison des interactions entre ligands (tels que les FGFs) et 
recepteurs est fort complexe, car un facteur de croissance peut se lier a plusieurs 
recepteurs et de meme, plusieurs facteurs de croissance peuvent se lier a un meme 
recepteur. Ainsi, les produits des 18 genes codant pour les FGFs disposent des produits 
des 4 genes codant pour des recepteurs des FGFs. 

D'autre part, leur forte affinite pour les glycosarninoglycanes fait que les facteurs 
de croissance tels que FGF sont sequestres dans les matrices extracellulaire et ne sont 
retrouves qu'au voisinage immediat de leur lieu de synthese, ce qui rend difficile 
rapprehension de leur rdle in vivo, 

A ce jour, il n'existe pas d'autres ligands que les FGFs pour chacune des isoformes 
des recepteurs des FGFs. Etant donne leur sequestration dans les matrices 
extracellulaires, Tutilisation des FGFs ne permet pas de distinguer in vivo la fonction de 
chacune de ces isoformes, et done leur rdle reel en physiopathologie. 

L'un des buts de rinvention est de proposer l'utilisation d'anticorps anti- 
idiotypiques de facteurs de croissance a affinite pour Ineparine, permettant de cibler 
specifiquement sur Tun ou l'autre de ieurs recepteurs, un nouveau type d'agonistes 
circulants. 

L'un des autres aspects de rinvention est de fournir des antagonistes de recepteurs 
de facteurs de croissance ayant une speciflcite appropri6e et une longue duree de demi- 
vie. 
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L'un des autres buts de 1'invention est de fournir des images internes des domaines 
de liaison des FGFs a leurs recepteurs, qui du fait de leur structure immunoglobulinigue 
sont circulants. 

Plus particulierement, Tun des buts de 1'invention est de foumir des images 
internes des domaines de liaison du FGF1 a FGF-R2b, et du FGF2 a FGF-R1, qui du 
fait de leur structure immunoglobulinique sont circulants. 

L'un des autres buts de rinvention est de proposer l'utilisation d'anticorps anti- 
idiotypiques pour stimuler ou inhiber F activity des recepteurs du FGF1 et/ou des 
recepteurs du FGF2, ou de proposer des vecteurs de medicaments d'interet par 
rmtermediaire des r6cepteurs du FGF1 et/ou du FGF2. 

La presente invention concerne F utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du 
facteur de croissance fibroblastique 1 et/ou d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de 
croissance fibroblastique 2, pour la preparation d'un m6dicament destind au traitement 
de pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un processus 
d'angiogenese, soit pour inhiber Fangiogenese, soit pour favoriser l'angiogenese, sans 
affecter les cellules endothdliales quiescentes, ou pour la preparation d'un produit de 
diagnostic de pathologies impliquant des cellules endoth61iales engagees dans un 
processus d'angiogenese. 

Uexpression "ceUules endoth61iales engagees dans un processus d'angiogenese" 
signifie cellules endotheliales migrant a travers la lame basale et se multipliant. 

Pour determiner si des cellules sont engagees dans un processus d'angiogenese, on 
peut avoir recours a Fimmunomarquage a l'aide d'anticorps diriges centre rint6grine P3 
(Brooks et al., Cell, 1994, 72 : 1157-1164) ou le VEGF-R2 (Ortega N. et aL, American 
Journal of Pathology, Vol. 151, 1215-1224, 1997). 

L'expression "cellules endotheliales quiescentes" signifie cellules endotheliales 
des vaisseaux adultes normaux, non angiogeniques. 

L'invention concerne Futilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de 
croissance fibroblastique 1 et/ou d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance 
fibroblastique 2, pour la preparation d'un medicament destine au traitement de 
pathologies impliquant les cellules endotheliales angiogeniques, par stimulation 
s61ective respective du recepteur FGFR2b et FGF-R1. 

L'expression « cellules endotheliales angiog6niques » designe les cellules 
impliquees dans un processus d'angiogenese. 
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Selon un mode de realisation avantageux, rinvention concerne Tutilisation 
d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 et/ou d'anticorps 
anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 2, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement de pathologies impliquant des cellules endotheliales 
engagees dans un processus d'angiogenese, pour inhiber 1'angiogenese, sans afiecter les 
cellules endoth£liales quiescentes, lequel anticorps anti-idiotypique est couple a une 
toxine dont la fonction est de bloquer la traduction des proteines, ladite toxine etant 
notamment choisie parmi la saporine, la ricine ou bien un element radioactif tel que 
Tiode 125 ou 131, ou lequel anticorps anti-idiotypique est sous forme de fragment Fab. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, rinvention concerne l'utilisation 
d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 et/ou d'anticorps 
anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 2, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement de pathologies impliquant des cellules endothelials 
engagees dans un processus d'angiogenese pour favoriser l'angiogenese, sans affecter 
les cellules endothelials quiescentes. 

Ainsi, on pourra notamment citer, selon l'invention, l'utilisation d'anticorps anti- 
idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 ou d'anticorps anti-idiotypiques 
du facteur de croissance fibroblastique 2 pour la preparation d'un medicament destine 
a: 

- favoriser l'angiogenese physiologique pour augmenter la vitesse de la formation 
des vaisseaux sanguins au cours de la cicatrisation, de la maturation du corps jaune de 
l'ovaire, et/ou 

- favoriser l'angiogenese au cours de pathologies obstructives des vaisseaux afin 
de reperfuser des territoires ischemics lors de trombose vasculaire comme notamment 
dans Farterite des membres inferieurs et rinfarctus du myocarde, et/ou 

- stimuler selectivement l'activite des recepteurs du FGF1 et/ou du FGF2 dans des 
pathologies ou lesdits recepteurs sont fonctionnellement deficients, et/ou 

- inhiber s61ectivement Tactivite des recepteurs du FGF1 et/ou du FGF2 a l'aide 
de fragments Fab ou d'anticorps anti-idiotypiques bloquants, et/ou 

- retarder ou arreter le processus de degeneresence des photor6cepteurs de la 
neuroretine observe au cours des retinites pigmentaires genetiques ou acquises lors des 
surdosages de medicaments inhibant la phosphodiesterase dependant du GMP-cycIique, 
et/ou 



WO 01/04160 PCT/FROO/01952 

5 

- stimuler la phagocytose des segments extemes des batonnets par les cellules 
epitheliales pigmentees de la ratine comme traitement de certaines retinopathies 
pigmentaires et des formes seches de la degenerescence maculaire.li6e a l'age. 

De m&ne, on pourra citer, selon rinvention, l'utilisation d'anticorps anti- 
idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 et/ou d'anticorps anti-idiotypiques 
du facteur de croissance fibroblastique 2, associes a une toxine ou de fragment Fab 
d'anticorps anti-idiotypique, pour la preparation d'un medicament destin6 au traitement 
de pathologies necessitant l'inhibition de l'angiogenese telles que cancer, retinopathies 
diab6tiques et le rejet de greffes de corn6e. 

Selon un mode de realisation avantageux, 1'invention concerne un anticorps anti- 
idiotypique, notamment monoclonal, et notamment humanist, du facteur de croissance 
fibroblastique 1, caracterise en ce qu'il est respectivement un ligand du r6cepteur 
humain FGFR2b. 

Plus particulierement, rinvention concerne un anticorps anti-idiotypique, 
notamment monoclonal, et notamment humanis6, du facteur de croissance 
fibroblastique 1, caracterise en ce qu'il presente les proprietes suivantes : 

- il est specifique vis-a-vis du recepteur FGF-R2b, 

- il est circulant, 

- il presente une dur6e de demi-vie d 1 environ 23 jours, notamment d'environ 21 
jours, et en particulier de 22,5 jours, 

- il induit la phosphorylation sur une tyrosine d'une proteine de 140 kDa, 

- il induit la proliferation des cellules endotheliales vasculaires, 

- il stimule l'angiogenese, f 

- il ne provoque pas d'hypotension arterielle. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, rinvention concerne un anticorps 
anti-idiotypique, notamment monoclonal, et notamment humanise, du facteur de 
croissance fibroblastique 2, caracterise en ce qu'il est respectivement un ligand du 
recepteur humain FGF-R1. 

Plus particulierement, rinvention concerne un anticorps anti-idiotypiques du 
facteur de croissance fibroblastique 2, notamment monoclonal, et notamment humanise, 
caracterise en ce qu'il presente les proprietes suivantes : 

- il est specifique vis-a-vis du recepteur FGF-R1, 

- il est circulant, 
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- il presente une duree de demi-vie d' environ 23 jours, notamment d' environ 21 
jours, et en particulier de 22,5 jours, 

- U induit la phosphorylation sur une tyrosine d'une proteine de 140 kDa, 

- il induit la proliferation des cellules endoth61iales vasculaires, 

- il stimule l'angiog6nese, 

- il ne provoque pas dliypotension arterielle. 

Les anticorps anti-idiotypiques du FGF1 de l'invention reconnaissent le rdcepteur 
humain FGF-R2b, mais ne reconnaissent pas le recepteur FGF-R1. 

Les anticorps anti-idiotypes du FGF2 de 1'invention reconnaissent le recepteur 
h umain FGF-R1 mais ne reconnaissent pas le recepteur FGF-R2b. 

L' expression « anticorps anti-idiotypique du facteur de croissance fibroblastique 
1, caracteris6 en ce qu'il est specifique vis-a-vis du recepteur FGF-R2b », signifie qu'il 
active les fonctions de FGF-R2b. 

De meme, 1' expression « anticorps anti-idiotypique du facteur de croissance 
fibroblastique 2, caracteris6 en ce qu'il est specifique vis-a-vis du recepteur FGF-R1 », 
signifie qu'il active les fonctions de FGF-R1 . 

La specificity des anticorps anti-idiotypiques de FGF1 vis-a-vis de FGF-R2b pent 
dtre determine selon le test de competition avec le FGF1 radioiode vis-a-vis de sa 
liaison a des cellules CHO transfectees avec des vecteurs d'expression eucaryote 
contenant la sequence du recepteur FGF-R2b. 

De meme, la specificit6 des anticorps anti-idiotypiques de FGF2 vis-a-vis de FGF- 
Rl peut toe d6termin6e selon le test de competition avec le FGF2 radioiode vis-a-vis de 
sa liaison a des cellules CHO transfectees avec des vecteurs d'expression contenant la 
sequence du recepteur FGF-RL 

L' expression « anticorps anti-idiotypique circulant » signifie velucule librement 
dans le sang circulant et non capte par les parois vasculaires. 

A la difference des anticorps anti-idiotypiques FGF1 et FGF2 de l'invention, les 
facteurs de croissance FGF1 et FGF2 ne sont pas circulants. 

L'interet de ce que les anticorps anti-idiotypiques de l'invention soient specifiques 
et circulants, est de cibler sur les cellules endotheliales angjogeniques des drogues qui 
n'affectent pas les cellules endotheliales quiescentes. 

S'agissant de la duree de demi-vie des anticorps anti-idiotypiques, elle est variable 
d'une espece a l'autre. 
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La duree de demi-vie des anticorps anti-idiotypiques FGF1 ou FGF2 de 
Tinvention, peut etre mesuree selon le test snivant : injection intraveineuse du ligand 
(FGF1 ou FGF2) radioiode, puis recueil a differents intervalles de temps de sang et 
comptage de la radioactivity. La duree de demi-vie correspond au temps necessaire pour 
que 50% de la radioactivite initiale ait disparu du sang circulant. 

La duree de demi-vie du FGF1 est inferieure a 2 minutes ; la duree de demi-vie du 
FGF2 est inferieure a 2 minutes. A titre indicatif, la duree de demi-vie des IgG est de 
Tordre de 23 jours. 

La proteine de 140 kDa sur laquelle les anticorps anti-idiotypiques du FGF1 de 
Tinvention induisent la phosphorylation d'une tyrosine est FGF-R2b. 

La proteine de 140 kDa sur laquelle les anticorps anti-idiotypiques du FGF2 de 
T invention induisent la phosphorylation d'une tyrosine est FGF-R1. 

Cet aspect signifie que ractivation de FGF-R2b par les anticorps anti-idiotypiques 
FGF1, peut declencher des fonctions, telles que la proliferation, la migration, la 
resistance a Tapoptose, necessitant la phosphorylation de FGF-R2b. 

De meme, ractivation de FGF-R1 par les anticorps anti-idiotypiques FGF2, peut 
declencher des fonctions telles que la proliferation, la migration, la resistance a 
Tapoptose, necessitant la phosphorylation de FGF-R1. 

Cet aspect peut etre mesure par le test de phosphorylation, destine a verifier que 
les anticorps anti-idiotypiques selon Tinvention sont fonctionnels, c'est-a-dire qu'ils 
induisent la phosphorylation au niveau de residus tyrosine des recepteurs de FGF, faute 
de quoi il ne peut y avoir de fonctions biologiques telles que la proliferation, la 
dissociation, Tangiogenese etc... 

Une methode conventionnelle de mesure de Tactivite de phosphorylation du 
recepteur FGF, par exemple FGF-R1, consiste dans un premier temps, a incuber 
pendant 24 heures des cellules VSM en milieu sans serum, puis pendant 10 minutes en 
presence ou en Tabsence de 100 ng/ml de FGF2 ou FGF1, ou 500 ng/ml de Ig2Id Fl ou 
Ig2Id F2. Les cellules sont ensuite rincees avec une solution de tampon phosphate 
(PBS) froid puis lysees, et le FGF-R1 est immunoprecipite a Taide d'un anticorps anti 
FGF-R1. Le complexe est separe par electrophorese sur gel de dodecyle sulfate de 
sodium (SDS), transferre sur une membrane de nitrocellulose, et la phosphorylation de 
FGF-R1 est rev61ee a Taide d'un anticorps anti-phosphotyrosine. 
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L'induction de la proliferation des cellules endoth61iales vasculaires signifie 
qu'elles se multiplient. Ceci peut etre determine selon le test decrit ci-apres (voir 
exemples, paragraphe 3.1 « Mitogenicite »). 

La stimulation de l'angiogenese signifie que la liaison des anticorps anti- 
idiotypiques FGF1 au recepteur FGF-R2b suivie de la phosphorylation sur une tyrosine 
de FGF-R2b et de la proliferation cellulaire suffisent a declencher l'angiogenese. 

De meme, la stimulation de l'angiogenese signifie que la liaison des anticorps 
anti-idiotypiques FGF2 au recepteur FGF-R1 suivie de la phosphorylation sur une 
tyrosine de FGF-R1 et de la prolif6ration cellulaire suffisent a declencher l'angiogenese. 

Ceci peut etre quantifie par le test decrit ci-apres (voir exemples, paragraphe 3.3 
« Angiogenese comeenne »). 

L' invention conceme egalement le fragment Fab des anticorps anti-idiotypiques 
FGF1 et/ou FGF2 selon rinvention. 

L' invention concerne egalement le complexe entre un anticorps anti-idiotypique 
selon rinvention (a savoir un anticorps anti-idiotypique du facteur de croissance 
fibroblastique FGF1 et/ou du facteur de croissance fibroblastique FGF2), et une toxine, 
en particulier choisie parmi la saporine, la ricine, ou bien un 61ement radioactif tel que 
Tiode 125 ou 13 1, ou le strontium. 

L' invention a 6galement pour objet un procede de preparation d'un anticorps anti- 
idiotypique du facteur de croissance fibroblastique 1 et/ou d'un anticorps anti- 
idiotypique du facteur de croissance fibroblastique 2 selon rinvention, caracterise en ce 
que: 

a) on injecte le facteur de croissance fibroblastique 1 (FGF1) et/ou le facteur de 
croissance fibroblastique 2 (FGF2) purifi6 chez un animal, notamment un lapin, 

b) on preleve le sang pour recuperer les immunoglobulines (Ig) purifiees 
contenant des anticorps anti-FGFl (Igl Fl) et/ou anti-FGF2 (Igl F2) specifiques, par 
exemple par chromatographie d'affinit6 pour la proteine A puis, on purifie 
6ventuellement les Igl Fl et/ou Igl F2 specifiques a partir des Ig purifi6es, par exemple 
par chromatographie d'affinite pour le FGF1 et/ou FGF2, 

c) on injecte les susdites Ig purifiees ou les susdites Igl Fl et/ou Igl F2 
specifiques et purifiees chez ranimal de la meme espece que celui utilis6 lors de 
rinjection de FGF1 et/ou FGF2, notamment dans les ganglions poplites de lapin de 
meme allotype que celui qui a produit Igl Fl et/ou Ig2 F2, lors de rinjection de FGF1 
et/ou FGF2, 
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d) on preleve le sang pour recuperer les Ig totales, par exemple par la prot6ine A, 
puis pour soumettre les Ig totales a deux irnmunoadsorptions : 

. une immunoadsorptiori sur une colonne d'affinit6 prepar6e avec les Ig 
prennmunes du lapin (Ig PI) qui a servi a faire les Igl Fl et/ou Igl F2, pour elirniner les 
anticorps anti-allo types ou isotypes, 

- une irnrnunoadsorption sur une colonne d'affinit6 preparee avec des Igl Fl 
et/ou des Igl F2, pour purifier les anticorps anti-idiotypiques (Ig2Id Fl ou Ig2Id F2). 

L'etape a) d'injection du FGF1 ou du FGF2 chez un animal, notamment un lapin, 
a lieu sous la peau. 

L'expression « anticorps anti-FGFl (Igl Fl) specifiques » signifie que les 
anticorps diriges centre le FGF1 (anticorps anti-FGFl) ne reconnaissent pas le FGF2 : 
en effet, on observe moins de 5% de reaction croisee avec FGF2, ce qui signifie qu'il 
faut au moins 20 fois plus de FGF2 que de FGF1 pour neutraliser la meme quantite 
d' anticorps anti-FGFl. De meme que pour les anticorps anti-FGFl specifiques, les 
anticorps anti-FGF2 (Igl F2) specifiques ne reconnaissent pas le FGF1 : en effet, on 
observe moins de 5% de reaction croisee avec FGF1. 

L'invention a egalement pour objet un anticorps anti-idiotypique du facteur de 
croissance fibroblastique 1 et/ou du facteur de croissance fibroblastique 2, susceptible 
d'etre obtenu selon le precede suivant : 

a) on injecte le facteur de croissance fibroblastique 1 (FGF1) et/ou le facteur de 
croissance fibroblastique 2 (FGF2) purifte chez un animal, notamment un lapin, 

b) on preleve le sang pour recuperer les immunoglobulines (Ig) purifiees 
contenant des anticorps anti-FGFl (Igl Fl) et/ou anti-FGF2 (Igl F2) specifiques, par 
exemple par chromatographic d'afftnite pour la proteine A puis, on purifie 
eventuellement les Igl Fl et/ou Igl F2 specifiques a partir des Ig purifi6es, par exemple 
par chromatographie d'afQnite pour le FGF1 et/ou FGF2, 

c) on injecte les susdites Ig purifides ou les susdites Igl Fl et/ou Igl F2 
specifiques et purifiees chez ranimal de la meme espece que celui utilise lors de 
rinjection de FGF1 et/ou FGF2, notamment dans les ganglions poplites de lapin de 
meme allotype que celui qui a produit Igl Fl et/ou Ig2 F2, lors de rinjection de FGF1 
et/ou FGF2, 

d) on pr61eve le sang pour recuperer les Ig totales, par exemple par la proteine A, 
puis pour soumettre les Ig totales a deux irnmunoadsorptions : 
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. - une immunoadsoiption sur une colorme d'affinite prepar6e avec les Ig 
preimmunes du lapin (Ig PI) qui a servi a faire les Igl Fl et/ou Igl F2, pour 61irniner les 
anticorps anti-allotypes ou isotypes, 

- une irnmunoadsorption sur une colonne d'affinite preparee avec des Igl Fl 
et/ou des Igl F2, pour purifier les anticorps anti-idiotypiques (Ig2Id Fl ou Ig2Id F2). 

L' invention a egalement pour objet un proc6d6 de preparation d'un anticorps 
monoclonal anti-idiotypique de FGF1 et/ou d'un anticorps monoclonal anti-idiotypique 
de FGF2 selon T invention, caracterise en ce que : 

a) on injecte FGF1 et/ou FGF2 a un animal, et notamrnent a une souris, 

b) on recupere les splenocytes de T animal synthetisant des Igl Fl et/ou Igl F2, 

c) on fusionne les susdits splenocytes avec des cellules de myelome, 

d) on selectionne les hybridomes obtenus a Tissue de Tetape c) precedente en ce 
qu'ils synthetisent des inimunoglobulines dirigees contre FGF1 et/ou FGF2, 

e) on injecte les Igl Fl et/ou Igl F2 ainsi sdlectionnes a Tissue de Tetape d) a un 
animal, et notamrnent a une souris, de meme allotype que celui ayant produit Igl Fl 
et/ou Igl F2, 

f) on recupere les splenocytes synthetisant des Ig2Id Fl et/ou Ig2IdF2, 

g) on fusionne les cellules de la rate (splenocytes) avec des cellules de myelome, 

h) on selectionne les hybridomes obtenus a Tissue de Tetape g) precedente en ce 
qu'ils synthetisent des Ig2Id Fl diriges contre Igl Fl et/ou des Ig2Id F2 diriges contre 
Igl F2, 

i) on recupere lesdits Ig2Id Fl et/ou des Ig2Id F2. 

Selon un mode de realisation avantageux du precede de preparation decrit ci- 
dessus, d'un anticorps monoclonal anti-idiotypique de FGF1 et/ou d'un anticorps 
monoclonal anti-idiotypique de FGF2, les modalites de T6tape a) consistent a injecter a 
une souris, dans un premier temps, 3 fois par voie sous cutanee a 15 jours d'intervalle, 
puis une quatrieme fois par voie intraperitondale ou intraveineuse, le facteur de 
croissance fibroblastique 1 et/ou le facteur de croissance fibroblastique 2, en une 
quantite variant de 5 a 50 ug de FGF1 et/ou FGF2. 

Apres Tetape a) d'injection, on preleve la rate de la souris pour recuperer les 
splenocytes synthetisant des IglFl et/ou des Igl F2. Lors du prelevement de la rate, on 
fusionne les splenocytes totaux avec des cellules du myelome. Les cellules hybrides en 
resultant se multiplient et Ton trie ensuite celles qui secretent Tanticorps d'interet. Les 
splenocytes non fusionnes meurent en % jours. 
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L'etape i) de recuperation des anticorps anti-idiotypiques selon l'invention 
consiste plus particuherement a : 

- selectionner les anticorps anti-idiotypiques FGF1 par leur capacite d'inhiber la 
liaison de FGF1 iode au recepteur FGF-R2b et de pas inhiber la liaison de FGF1 iode au 
recepteur FGF-R1, 

- selectionner les anticorps anti-idiotypiques FGF2 par leur capacite d'inhiber la 
liaison de FGF2 iode au recepteur FGF-R1 et de pas inhiber la liaison de FGF2 iod6 au 
recepteur FGF-R2b. 

Pour preparer les fragments Fab des anticorps anti-idiotypiques FGF1 et/ou FGF2 
de rinvention, on peut proceder tel que decrit dans le manuel intitule « Antibodies, a 
laboratory manual, 628-629, Harlow and David Lane Editeurs, Cold Spring Harbor 
Laboratory, 1998 ». 

L 'invention est egalement relative a des compositions pharmaceutiques 
caracterisees en ce qu'elles comprennent a titre de substance active au moins un 
anticorps anti-idiotypique FGF1 et/ou FGF2 selon 1' invention, ou au moins le fragment 
Fab selon l'invention ou au moins le complexe selon l'invention, en association avec un 
venicule pharmaceutiquement acceptable. 

Les abreviations utilisees ci-dessus, ainsi que dans les exemples et les figures ci- 
dessous ont les significations suivantes : 

PBS : phosphate buffer saline. 

Ig : immuno globulines 

IgG : immunoglobulines G 

Ig PI : immunoglobulines de lapin purifiees par proteine A-sepharose a partir de 
sang preleve avant l'immunisation par FGF1 et/ou FGF2. 

Igl Fl : immunoglobulines de lapin 1 purifiees par proteine A-sepharose a partir 
de sang preleve apres immunisation par le FGF1, (anticorps diriges contre FGF1). 

Igl F2 : immunoglobulines de lapin 1 purifides par proteine A-sepharose a partir 
de sang preleve apres immunisation par le FGF2, (anticorps diriges contre FGF2). 

Ig2Id Fl : irnmunoglobulines de lapin 2 purifiees par prot6ine A-sepharose a 
partir de sang preleve apres l'immunisation par le Igl Fl, (anticorps anti-idiotypiques de 
FGF1). 

Ig2Id F2 : immunoglobulines de lapin 2 purifiees par proteine A-sepharose a 
partir de sang preleve apres rimmunisation par le Igl F2 (anticorps anti-idiotypiques de 
FGF2). 
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FGF-Rs : recepteurs des FGF, par exemple FGF-R1 et FGF-R2b. 
Selon un mode de realisation avantageux, 1' invention concerne rutilisation 
d' anticorps anti-idiotypiques de FGF1 pour : 

- stimuler T activity des recepteurs du FGF 1, 

- inhiber l'activite des recepteurs du FGF1 par des anticorps bloquants ou des 
fragments Fab, 

- coupler Ig2Id Fl a des medicaments ou genes d'interet afin de les vectoriser sur 
des cellules exprimant les recepteurs du FGF1 et stimuler l'activite de ces recepteurs, 

- coupler Ig2Id Fl a des medicaments, toxines ou genes d'interdt arm de les 
vectoriser sur des cellules exprimant les recepteurs du FGF1 et les detruire, 

- coupler Ig2Id Fl a des traceurs radioactifs afin de les vectoriser sur des cellules 
exprimant les recepteurs du FGF1 et les visualiser dans tout systeme d'imagerie 
medicale. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, l'invention concerne Futilisation 
d' anticorps anti-idiotypiques de FGF2 pour : 

- stimuler Tactivite des recepteurs du FGF2, 

- inhiber l'activite des recepteurs du FGF2 par des anticorps bloquants ou des 
fragments Fab, 

- coupler Ig2Id F2 a des medicaments ou genes d'inter£t afin de les vectoriser sur 
des cellules exprimant les recepteurs du FGF2 et stimuler l'activite de ces recepteurs, 

- coupler Ig2Id F2 a des medicaments, toxines ou genes d'interSt arm de les 
vectoriser sur des cellules exprimant les recepteurs du FGF2 et les detruire, 

- coupler Ig2Id F2 a des traceurs radio actifs afin de les vectoriser sur des cellules 
exprimant les recepteurs du FGF2 et les visualiser dans tout systeme d'imagerie 
medicale. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

Les Figures 1A et IB representent la specificite des anticorps anti-idiotypiques 
Ig2Id Fl et Ig2Id F2 pour les recepteurs FGF-Rs. 

Plus particulierement, la figure 1A represente la specificite des anticorps anti- 
idiotypiques Ig2Id Fl et Ig2Id F2 pour le recepteur FGF-R1/2 boucles, et la figure IB 
represente la specificite des anticorps anti-idiotypiques Ig2Id Fl et Ig2Id F2 pour le 
recepteur FGF-R1/3 boucles. 
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L'axe des abscisses des figures 1A et IB represente la concentration de 
modulateurs, a savoir la concentration de FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2, exprimee 
ennM. 

L'axe des ordonn6es de la figure 1 A represente la liaison de FGF2 iod6 sur FGF- 
Rl/2 boucles (exprimee en %) et, celui de la figure IB represente la liaison de FGF2 
iode sur FGF-R1/3 boucles (exprim6e en %). 

Des cellules CHO pgsA-745 transfect6es avec FGF-Rl/2boucles ou FGF-R1/3 
boucles sont inoculees avec les concentrations desirees de FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et 
Ig2Id F2, et 2 ng/ml de FGF2 radioiodd pendant 3 h a 4°C. Les puits sont ensuite rinces, 
le tapis cellulaire est ensuite lys6 avec NaOH 0.2 M comme d6crit ci-dessous. 

Dans la figure 1A ainsi que dans la figure IB, la courbe comportant le losange 
noir ( ♦ ) correspond a FGF2, la courbe comportant le triangle noir ( A ) correspond a 
Ig2Id Fl, et la courbe comportant le carre noir ( ■ ) correspond a Ig2Id F2. 

La Figure 2 represente la proliferation des cellules musculaires hsses d'aorte 
(VSM), et plus particulierement, Taction proliferative des anticorps anti-idiotypiques 
Ig2Id Fl et Ig2Id F2 sur lesdites cellules. 

L'axe des abscisses de la figure 2 represente la concentration de modulateurs, a 
savoir la concentration de FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2 ; la concentration de 
FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2 etant exprim6e en nM. 

L'axe des ordonnees de la figure 2 represente le nombre de cellules VSM par 
puits (X 1CT 3 ). 

La courbe comportant le losange noir ( ♦ ) correspond a FGF2, la courbe 
comportant le carre noir ( ■ ) correspond a Ig2Id Fl, et la courbe comportant le triangle 
noir ( ^ ) correspond a Ig2Id F2. 

Les cellules VSM sont ensemencees a faible densite (5000 cellules/puits) dans des 
boites de 24 puits. Des doses variables de FGF2, Ig2Id Fl ou Ig2Id F2 sont ajout6es 
apres adhesion des cellules au plastique de culture. Chaque condition est etudiee dans 
deux puits differents. Les cellules sont trypsinisees et comptees au quatrieme jour. 
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La Figure 3 represente 1'inhibition de Faction mitogenique des Ig2Id (anticorps 
anti-idiotypiques FGF1 et/ou FGF2) par les anticorps Igl Fl et Igl F2 sur les cellules 
VSM. 

Les histogrammes gris (voir celui du cdte gauche) correspondent a V absence 
d'anticorps, les histogrammes hachures (voir celui du milieu) correspondent a la 
presence d'anticorps anti-FGF2 (Igl F2) et, les histogrammes noirs avec des points 
blancs (voir celui de droite) correspondent a la presence d'anticorps anti-FGFl (Igl Fl). 

L'axe des abscisses represente respectivement, de gauche a droite : la mise en 
presence du controle ou des Igl Fl ou des Igl F2 respectivement avec le controle, avec 
FGF2, avec Ig2Id F2, avec FGF1, avec Ig2Id Fl. 

L'axe des ordonnees de la figure 3 represente le nombre de cellules VSM par 
puits (X 10~ 3 )^ 

Les cellules VSM sont ensemencees a faible densite (5000 cellules/puits) dans des 
boites de 24 puits. 5 ng/ml de FGF1 ou FGF2 ou, 20 ng/ml de Ig2Id Fl ou Ig2Id F2 
sont ajoutees apres l'adh6sion des cellules au plastique de culture en presence ou 
absence de 50 u-g/ml de Igl Fl ou Igl F2. Chaque condition est 6tudiee dans deux puits 
differents. Les cellules sont trypsinisees et comptees au quatrieme jour. 

Les Figures 4A et 4B representent respectivement la proliferation des cellules 
NBT-II et NBT-II/R1, et plus p articuli erement, Taction proliferative des anticorps anti- 
idiotypiques Ig2Id Fl et Ig2Id F2 sur lesdites cellules. 

L'axe des abscisses des figures 4A et AB represente la concentration de 
modulateurs, a savoir la concentration de FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2, exprimee 
en ng/ml. 

L'axe des ordonnees des figures 4A et 4B represente le nombre de cellules par 
puits (X 10' 3 ). 

La courbe comportant le losange noir ( ♦ ) dans les figures 4A et 4B correspond a 
FGF1, et courbe comportant le carre noir ( ■ ) dans les figures 4 A et 4B correspond a 
Ig2IdFl. 

La courbe comportant le triangle noir ( A ) de la figure 4B correspond a FGF2, et 
la courbe comportant la croix de la figure 4B correspond a Ig2Id F2. 

Les cellules NBT-II ou NBT-E/R1 sont ensemencees a 5000 cellules/puits dans 
des boites de 24 puits. Des doses variables de FGF1, FGF2, Ig2Id Fl ou Ig2Id F2 sont 
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ajoutees apres adhesion des cellules au plastique de culture. Chaque condition est 
etudiee dans deux puits differents. Les cellules sont trypsinisees et compt6es au 
quatrieme jour. 

La Figure 5 represente la dissociation des cellules NBT-II et NBT-II/R1. 

Les cellules NBT-II ou NBT-II/FGF-R1 sont ensemencees a faible density dans 
des plaques de 12 puits (5000 cellules par puits). Le lendemain les modulateurs, a savoir 
FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2 sont ajoutes au milieu et, au quatrieme jour les 
cellules sont observees et photogaphiees au microscope inversS a contraste de phase 
NIKON diaphot. 

La Figure 6 represente l'angiogenese comeenne, 

Les rectangles gris (a gauche) correspondent au score d'angiogenese au jour J7, et 
les rectangles hachures (a droite) correspondent au score d'angiogenese au jour J14. 

L'axe des abscisses represente respectivement, de gauche a droite, le contrdle, 
FGF2, Ig2Id Fl, Ig2Id F2. 

L'axe des ordonnees represente le score d'angiogenese. 

Une incision de 3 mm de long, interessant la moitie de l'epaisseur comeenne, est 
r6alisee au dome corneen, sous microscope operatoire. Le stroma comSen est cliv6, en 
directions diametral ement opposees, jusqu'a 2 mm du limbe. Les implants, 
prealablement r6hydrates par 2 jutl de PBS contenant 30 \x% de Ig2Id Fl et Ig2Id F2. 
Apres 14 jours, la neovascularisation est quantifiee. Chaque modulateur a et6 etudie 
dans au moins 4 globes oculaires de 4 lapins distincts (8 lenticules), Les differences de 
score d'angiogenese entre chaque condition et les lenticules controles sont evaluees par 
le test du t de Student. 

Les Figures 7A et 7B represented respectivement la croissance tumorale des 
cellules NBT-II et NBT-II/R1 chez la souris nude. 

L'axe des abscisses des figures 7A et 7B represente le nombre de jours apres 
rimplantation chez la souris nude, et Taxe des ordonndes represente le volume tumoral 
(en mm 3 ). 

La courbe comportant le carre noir ( ■ ) correspond a Ig2Id F2, la courbe 
comportant le triangle noir ( ^ ) correspond a Ig2Id Fl, et celle comportant le iosange 
noir ( ♦ ) correspond au contrdle. 
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3,5 millions de cellules NBT-II ou NBT-D/R1 sont injectes sous la peau du flanc 
droit de 2 groupes de 30 souris nude femelles ag6es de 6 semaines. 4 jours plus tard, 
chacun des 2 groupes precedents est divise en 3 groupes de 10 souris par tirage au sort 
et les dimensions des eventuelles tumeurs sont mesurees a l'aide d'un pied a coulisse. 
500 ^Lg de Ig2Id Fl ou de Ig2Id F2 dilues dans un volume final de 100 ul de tampon 
phosphate + gelatine (2mg/ml) sont injectes par voie intraveineuse au niveau des veines 
de la queue. Cette injection est repetee tous les 3 jours pendant 50 jours. Les mesures 
sont realisees aux memes intervalles par un operateur ignorant le traitement recu par 
chaque group e de souris dans chacun des 6 groupes. 

METHODES D 'ETUDE 
EXEMPLE : 

1. Fabrication d'anticorps anti-idiotypiques de FGF1 etFGF2 
1-1 Fabrication d'anticorps preimmuns (Ig PI). 

Avant chaque immunisation, du sang est preleve, le serum est fractionne 
immediatement apres le recueil et 15 ml de serum sont chromatographies sur une 
colonne de prot6ine A (0,9 x 18 cm). La colonne est lav6e par du PBS et les 
immunoglobulins sont eluees par de la glycine 0,2 M tamponnee a pH 2,5, 
immediatement neutralis6es par adjonction de 1/5 du volume de K2HP04 1 M, puis 
dialysees contre du PBS. Les immunoglobulins (Ig PI) sont conserv6es a - 80 °C 
jusqu'a leur utilisation. 

1-2 Fabrication d'anticorps anti-FGFl (Ig Fl) et anti-FGF2 (Ig F2). 

100 |ig de FGF1 sont emulsionnes dans 0.25 ml d'adjuvant de Freund complet 
puis injectes chez un lapin, 4 fois a 15 jours d'intervalle. Le sang preleve entre 3 et 7 
mois apres la premiere injection est fractionne et les Ig sont purifl6es par 
chromatographic d'arrinite pour la proteine A (Igl Fl). Ces anticorps neutralisent 
l'activite du FGF1 sans mhiber celle du FGF2. 

Selon le merne protocole il a 6t6 fabrique des anticorps neutralisants anti-FGF2 
(Igl F2) qui ne neutralisent pas Pactivite du FGF1. 
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1-3 Fabrication d' anticorps anti-idiotypiques de FGF1 (Ig2Id Fl) et de FGF2 
(Ig2Id F2). 

Les animaux sont premediques, et 1 ml d'une solution de Bleu Evans est injectee 
dans la plante des pattes arrieres ; 15 minutes plus tard les lapins sont anesthesies. Les 
creux poplites sont rases et desinfectes a la Betadine. Une incision horizontale de 2 cm, 
centree sur le creux poplite est faite aux ciseaux, puis les espaces celluleux sont 
dilaceres. De un a trois ganglions de 2 mm de diametre sont reperes grace a ieur 
coloration bleue et 10 ug d'Igl Fl m61ange volume a volume avec de l'adjuvant 
complet de Freund y est injecte a l'aide d'une micro-seringue de Hamilton sous un 
volume final de 100 ul et une quantite d'anticorps primaire de 20 ug. La technique est 
repetee au niveau de l'autre patte. 

De quatre a cinq rappels toutes les trois semaines sont effectues de maniere 
percutanee en utilisant une emulsion volume a volume de rimmunogene (IglFl ou 
IglF2) et d'adjuvant incomplet de Freund. Les prelevements sanguins de 40 ml sont 
realises toutes les trois semaines du 4*"* mois au 9*"* mois. 

Le sang preleve entre 4 et 7 mois apres la premiere injection est purifie comme 
decrit precedemment. Les Ig anti-idiotypes (Ig2Id Fl) sont alors purifiees par 
chromatographie d'affinite pour la proteine A. 

Selon le meme protocole il a ete injecte des Igl F2 qui ont donne lieu a la 
formation d'anticorps anti-idiotypiques du FGF2 (Ig2 F2). 

Le tri et/ou la purification des anticorps anti-idiotypiques selon Tinvention est 
effectue tel que decrit precedemment, en soumettant les Ig totales a deux 
immunoadsorptions (voir 6tape d) decrite precedemment dans le procdde de preparation 
des anticorps anti-idiotypiques). 

2. Etude de la specificite des anticorps anti-idiotypiques selon Pinvention. 

Des cellules CHO pgsA 745 natives ou transferees par FGF-R1/2 boucles ou 
FGF-R1/3 boucles ensemencees a 30 000 cellules par puits de 2 cm 2 sont cultivees en 
milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) contenant 10% de serum de veau 
foetal, 100 Ul/ml de penicilline et 50 |ag/ml de streptomycine. 

La liaison de FGF2 radioiode (1.10 5 a 2.10 5 cpm/ng) aux cellules transfectees est 
mesuree a 4 °C. Les cellules sont lavees 2 fois avec du tampon de liaison (DMEM 
contenant 20 mM Hepes (Acide N-2-hydroxyethylpiperazine-N , -2-ethane sulfonique) et 
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2 mg/ml de gelatine ajustee a un pH de 7,4). 2 ng/ml de FGF2 iode sont ajoutes avec des 
concentrations variables de FGF1 ou de FGF2 non marque ou d'Ig2Id Fl ou Ig2Id F2 
sous un volume final de 0.5 ml. 

La liaison non specifique est determine en presence d'un exces (500 ng) de FGF2 
purifie. Les liaisons totales et non specifiques sont determinees en double. Apres deux 
heures, les cellules sont lavees 3 fois avec du tampon froid et lysees avec 0.5 ml de 
NaOH 0.2 M. L'iode 125 contenu dans le materiel solubilis6 est compte dans un 
compteur gamma. 

3. Activites biologiques des anticorps anti-idiotypiques selon Pinvention 

3.1 Mitogenicite 

Les cellules musculaires lisses d'aorte (VSM) sont ensemencees a faible densite 
(5000 cellules/puits) dans des boites de 24 puits. Les modulateurs FGF1, FGF2, Ig2Id 
Fl et Ig2Id F2, sont ajoutes apres adhesion des cellules au plastique de culture, et apres 
2 jours. Chaque condition est etudiee dans deux puits differents. Les cellules sont 
trypsinisees et comptees au quatrieme jour, 

Ig2Id Fl et IG2Id F2 declenchent un effet mitogene sur les cellules VSM. 

3.2 Differentiation cellulaire 

Les cellules NBT-E ou NBT-II/FGF-R1 sont ensemencees a faible densite dans 
des plaques de 12 puits (5000 cellules par puits). Le lendemain, FGF1, FGF2, Ig2Id Fl 
et Ig2Id F2 sont ajoutes au milieu, et au quatrieme jour les cellules sont observees et 
photographi6es au microscope inverse a contraste de phase NIKON diaphot. 

3.3 Angiogenese corn6enne 

Les lapins pr6mediques sont anesthesies. L'ceil est exterioris6 et immobilise a 
Taide d'une membrane de latex, porteuse en son centre d'une fente de 1 cm de long. Une 
incision de 3 mm de long, int6ressant la moitie de Tepaisseur du stroma corneen est 
realisee au dome com6en, sous piicroscope opdratoire (microscope OPMI, Zeiss). Le 
stroma corneen est clive, en directions diam6tralement opposees, jusqu'a 2 mm du 
limbe. Les implants prealablement rehydrates par 20 jxl de la solution a tester sont 
inseres (FGF2 200 ng, Anticorps anti-idiotypiques ou anticorps controles 40 ug). 
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L 5 apparition de neovaisseaux, naissant de la vascularisation limbique est 6tudiee 
en simple aveugle (sans connaissance du numero du lapin, correspondant a la substance 
etudiee) apres 7 et 14 jours sous anesthdsie generate, et quantifiee en fonction d'une 
echelle a 5 niveaux ou score d'angiogenese. 

Score 0 = absence de neovaisseaux, 

Score 1 = neovaisseaux n'atteignant pas la demi distance separant l'implant du 
limbe, 

Score 2 = neovaisseaux atteignant la demi distance, 

Score 3 = neovaisseaux depassant la demi distance mais n'envahissant pas 
l'implant, 

Score 4 = atteinte et envahissement de Timplant par les n6ovaisseaux. 

Les lapins sont ensuite sacrifies et les globes oculaires pr61eves et fixes dans du 
liquide de Bouin, aux fins d'analyses histologiques. 

Chaque modulateur (FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2) a et6 etudi6 dans au 
moins 4 globes oculaires de 4 lapins distincts (8 lenticules). Les differences de score 
d'angiogenese entre chacune des conditions testees et les lenticules controles sont 
evaluees par le test du t de Student. 

3.4 Croissance tumor ale 

Croissance chez la souris nude de la lignee de carcinome vesical 
Les cellules NBT-II et NBT-II/FGF-R1 sont decollees des plastiques de culture a 
l'aide de trypsine-EDTA, homog6n6isees, centrifugees et mises en suspension dans du 
milieu de culture additionne de 10% de serum de veau foetal. 1ml correspondant a 3,5 
millions de cellules, est injects sous la peau du flanc droit de chaque souris. La viability 
de la suspension est verifiee au prealable par coloration vitale au bleu trypan ; le 
colorant est exclu de plus de 99% des cellules. 2 groupes de 30 souris nude femelles 
agees de 6 semaines ont ete implantees avec des cellules NBT-II ou NBT-II/FGF-R1. 

4 jours plus tard, chacun des 2 groupes precedents est divise en 3 groupes de 10 
souris par tirage au sort. Les dimensions des eventuelles tumeurs sont mesurees a Taide 
d'un pied a coulisse electronique et, les modulateurs (FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id 
F2) dans un volume final de 100 ul de tampon phosphate + gelatine (2mg/ml) s sont 
injectes par voie intraveineuse au niveau des veines de la queue (Anticorps anti- 
idiotypiques FGF1 et FGF2 : 500 u.g, Anticorps non-immuns : 500 jig / injection). 
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Les injections sont repetees deux fois par semaine, les mesures sont realisees aux 
memes intervalles par un operateur ignorant le traitement recu par chaque groupe de 
souris Hans chacun des 6 group es. 

Au terme de ces trois types d'etudes chez la souris nude, les animaux sont 
sacrifles. Les tumeurs et certains organes sains (rein, foie, vessie) sont preleves et 
conserves pour moitie dans du liquide de conservation (FAE : Formol 4%, Ethanol 
40%, Acide Acetique 10%, H 2 0 qsp 100%) et pour moitie sont congeles par immersion 
dans l'azote liquide apres protection par riso-thiopentane. 

4. Resultats 



4.1 Specificity des Ig2Id Fl et Ig2Id F2 pour les FGF-Rs (Figures 1 A et IB) 

Les ligands naturels FGF1 et FGF2 inhibent la liaison de FGF2 iode sur FGF- 
Rl/2 boucles. L'image interne Ig2Id Fl de FGF1 inhibe la liaison de FGF2 iode aux 
cellules CHO transfectees par FGF-R1/2 boucles alors que rimage interne Ig2IdF2 de 
FGF2 inhibe la liaison de FGF2 iode aux cellules CHO transfect6es soit par FGF-R1/2 
boucles soit par FGF-R1/3 boucles. 

Compte tenu d*une fraction specifique estimee a 1% des immunoglobulins 
obtenues apres purification sur prot6ine A, les inhibitions observ6es sont comparables 
en terme de molarit6. Le plateau est obtenu avec 10 ng/ml (0,5 nM) de FGF2 et 10 
Hg/ml (0,6 nM) de Ig2Id Fl et Ig2Id F2. 

En revanche ni FGF1 ni Ig2Id Fl n'inhibent la liaison de FGF2 iode a FGF-R1/3 
boucles. Le plateau est atteint a 3 nM de FGF2 ou Ig2Id F2. 

Ig2Id F2 est done une image interne de FGF2 et Ig2Id Fl est une image interne de 
FGF1. 



4.2 Proliferation cellulaire (Figures 2, 3, 4A et 4B). 

Culture primaire VSM (Figure 2) : FGF1 et FGF2 induisent une proliferation 
dose-dep endante. 

Ig2Id Fl et Ig2Id F2 ont des effets comparables a ceux de FGF2. Les croissances 
maximales sont obtenues pour 1,2 nM. 

La preuve de la nature anti-idiotypique est apportee par Fobservation que Taction 
mitogene de Ig2Id Fl (comme FGF1) est inhib6e par Igl Fl mais pas par Igl F2. En 
revanche Ig2Id F2 est inhibe par Igl F2 mais pas par Igl Fl (Figure 3). 
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Lignees NBT-I1 et NBT-H/FGF-R1 (Figures 4A et 4B) : ni FGF2 ni Ig2Id F2 
n'inhibent la croissance des cellules NBT-E puisque ces cellules n' expriment pas le 
recepteur FGF-R1. Bien que ces cellules expriment le recepteur FGF-R2, Ig2Id Fl 
n'inhibe pas la proliferation alors que FGF1 (0,05 nM) le fait. 

A Tinverse FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2 induisent une diminution du 
nombre de cellules NBT-II/FGF-R1 , correspondent a 30% des valeurs des puits 
contrdles. 

4.3 Differenciation cellulaire et effet de dissociation (Figure 5). 

La differentiation cellulaire est comparee dans le sens de Tacquisition d'un 
phenotype mesenchymateux sous Tefifet des FGFs. 

On observe que ni FGF2, ni Ig2Id F2 n'induisent la differentiation des cellules 
NBT-E puisqu'elles n' expriment pas le recepteur FGF-R1 . 

Ig2Id Fl et FGF1 induisent la dissociation des cellules NBTTI. 

A Tinverse, FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2 induisent une dissociation des 
cellules NBT-E/FGFR1 . 

4.4 Angiogenese corneenne (Figure 6). 

Dans le modele d* angiogenese corn6enne, les irnmunoglobulines contrdles non 
immunes entrainent de maniere inconstante (15% des cas) une angiogenese mineure a 
1'origine d'un score moyen de 0,4 a J15, comparable a celui obtenu en saturant les 
lenticules avec une proteine porteuse (Serum alburnine bovine). 

10 pm/ implant de FGF1 et FGF2 induisent une angiogenese significative (scores 
de 2,35 et 2,05 respectivement). 

Ig2Id Fl et Ig2Id F2 a la dose de 4 pm/implant entrainent une angiogenese (scores 
de 1,3 et 1,85 respectivement a J15) sigrnficativement superieure a celle obtenue avec 
les imm unoglobulines contrdles ( p<0,05). 

La cinetique d'apparition des neo-vaisseaux apparait diflerente de celle obtenue 
avec le ligand naturel. 

A J7, le FGF2 atteint le seuil de significativite statistique avec 80% de l'effet 
maximal, alors que les effets induits par Ig2Id Fl et Ig2Id F2 sont a 10% et 41% des 
scores maximum. 

Ig2Id Fl et Ig2Id F2 induisent une angiogenese comme les ligands FGF1 et 

FGF2. 
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4.5 Croissance tumorale (Figure 8), 

Ni Ig2Id Fl ni Ig2Id F2 n'affectent la croissance des xenogreffes de cellules NBT- 

E. 

En revanche, si la croissance des cellules NBT-H/FGF-Rl n'est pas affectee par 
Ig2Id Fl, elie est inhib6e par Ig2Id F2, ce qui reproduit l'effet inhibiteur de la 
proliferation observe in vitro apres rinoculation de FGF2 ou de Ig2Id F2. 
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RE VENDICA TIONS 



PCT/FR00/01952 



1. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1, 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies impliquant 
des cellules endotheliales engagees dans un processus d'angiogenese, soit pour inhiber 
l'angiogenese, soit pour favoriser l'angiogenese, sans affecter les cellules endotheliales 
quiescentes, ou pour la preparation d'un produit de diagnostic de pathologies impliquant 
des cellules endoth6iiales engagees dans un processus d'angiogenese. 

2- Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 
selon la revendication 1, pour la preparation d'un medicament destine au traitement de 
pathologies impliquant les cellules endotheliales angiogeniques, par stimulation 
selective du recepteur FGFR2b. 

3. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 
selon l*une des revendications 1 ou 2, pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement de pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un 
processus d'angiogenese, pour inhiber l'angiogenese, sans affecter les cellules 
endotheliales quiescentes, lequel anticorps anti-idiotypique est couple a une toxine dont 
la fonction est de bloquer la traduction des proteines, ladite toxine etant notamment 
choisie parmi la saporine, la ricine ou bien un element radioactif tel que l'iode 125 ou 
131, ou lequel anticorps anti-idiotypique est sous forme de fragment Fab. 

4. " Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 
selon Tune des revendications 1 ou 2, pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement de pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un 
processus d'angiogenese pour favoriser l'angiogenese, sans affecter les cellules 
endotheliales quiescentes. 

5. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 
selon Tune quelconque des revendications 1, 2 ou 4, pour la preparation d'un 
medicament destine a : 
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-favoriser l'angiogen&se physiologique pour augmenter la vitesse de la formation 
des vaisseaux sanguins au cours de la cicatrisation, de la maturation du corps jaune de 
l'ovaire, et/ou 

- favoriser l'angiogenese au cours de pathologies obstructives des vaisseaux afin 
de reperfuser des territoires ischemics lors de trombose vasculaire, comme notamment 
dans rarterite des membres inferieurs et Finfarctus du myocarde, et/ou 

- stimuler selectivement Tactivitd des recepteurs du FGF1 Hang des pathologies ou 
lesdits recepteurs sont fonctionnellement deficients, et/ou 

- inhiber selectivement Tactivit6 des recepteurs du FGF1 a I'aide de fragments 
Fab ou d'anticorps anti-idiotypiques bloquants, et/ou 

- retarder ou arreter le processus de degenerescence des photorecepteurs de la 
neuroretine observe au cours des retinites pigmentaires gen£tiques ou acquises lors des 
surdosages de medicaments inhibant la phosphodiesterase dependant du GMP-cyclique, 
et/ou 

- stimuler la phagocytose des segments externes des batonnets par les cellules 
epitheliales pigmentees de la retine comme traitement de certaines retinopathies 
pigmentaires et des formes seches de la degenerescence maculaire li6e a rage. 

6. UtiHsation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance flbroblastique 1 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, associes a une toxine ou de fragment 
Fab d'anticorps anti-idiotypique, pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement de pathologies n£cessitant rinhibition de l'angiogenese telles que cancer, 
retinopathies diab6tiques et le rejet de greffes de corn6e. 

7. Anticorps anti-idiotypique, notamment monoclonal, et notamment humanise, du 
facteur de croissance flbroblastique 1, caracterise en ce qu'il est respectivement un 
ligand du recepteur humain FGFR2b. 

8. Anticorps anti-idiotypique selon la revendication 7, caracteris6 en ce qu'il presente 
les proprietes suivantes : 

- il est specifique vis-a-vis du recepteur FGF-R2b, 

- il est circulant, 

- il presente une duree de demi-vie d'environ 23 jours, notamment d'environ 21 
jours, et en particulier de 22,5 jours, 
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- il induit la phosphorylation sur une tyrosine dWe prot6ine de 140 kDa, 

- il induit la proliferation des cellules endoth61iales vasculaires, 

- il stimule l'angiogenese, 

- il ne provoque pas dTrypotension arterielle. 

9. Fragment Fab d'un anticorps anti-idiotypique selon la revendication 7 ou la 
revendication 8. 

10. Cornplexe entre un anticorps anti-idiotypique selon la revendication 7 ou la 
revendication 8 et une toxine, en particulier choisie parmi la saporine, la ricine, ou bien 
un element radioactif tel que Tiode 125 ou 131, ou le strontium. 

11. Precede de preparation d'un anticorps anti-idiotypique du facteur de croissance 
fibroblastique 1 selon la revendication 7 ou la revendication 8, caracterise en ce que: 

a) on injecte le facteur de croissance fibroblastique 1 (FGF-1) purifi6 chez un 
animal, notamment un lapin, 

b) on preleve le sang pour recuperer les immunoglobulines Ig purifiees contenant 
des anticorps anti-FGF-1 (Igl Fl) specifiques, par exemple par chromatographie 
d'affinite pour la prot6ine A puis, on purine eventuellement les Igl Fl specifiques a 
partir des Ig purifiees, par exemple par chromatographie d*affinit6 pour le FGF-1, 

c) on injecte les susdites Ig purifiees ou les susdites Igl Fl sp6cifiques et purifi6es 
chez l'anirnal de la meme espeee que celui utilise lors de I'injection de FGF-1, 
notamment dan* les ganglions poplites de lapin de meme allotype que celui qui a 
pro'duit Igl Fl, lors de rinjection de FGF-1, 

d) on preleve le sang pour recuperer les Ig totales, par exemple par la proteine A, 
puis pour soumettre les Ig totales a deux immuno adsorptions : 

- une immunoadsorption sur une colonne d ! affinit6 prepar6e avec les Ig 
preimmunes du lapin (Ig PI) qui a servi a faire les Igl Fl, pour elirniner les anticorps 
anti-allotypes ou isotypes, 

- une immunoadsorption sur une colonne d'affinite preparee avec des Igl 
F 1 , pour purifier les anticorps anti-idiotypiques (Ig2Id Fl). 



12. Procede de preparation d'un anticorps monoclonal anti-idiotypique de FGF1 selon 
la revendication 7 ou la revendication 8, caracterise en ce que : 
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a) on injecte FGF-1 a un animal, et notamment a une souris, 

b) on recupere les splenocytes de ranimal synthetisant des Igl Fl, 

c) on fusionne les susdits splenocytes avec des cellules de myelome, 

d) on sdlectionne les hybridomes obtenus a Tissue de T6tape c) precedente en ce 
qu'ils synth6tisent des immunoglobidines dirigees contre FGF-1, 

e) on injecte les Igl Fl ainsi selectionnes a Tissue de T6tape d) a un animal, et 
notamment a une souris, de meme allotype que celui ayant produit Igl Fl, 

f) on recupere les splenocytes synth6tisant des Ig2Id Fl, 

g) on fusionne les cellules de la rate (splenocytes) avec des cellules de myelome, 

h) on selectionne les hybridomes obtenus a Tissue de Tetape g) precedente en ce 
qu'ils synthetisent des Ig2Id Fl diriges contre Igl Fl, 

i) on recupere lesdits Ig2Id Fl . 

13. Compositions pharmaceutiques caracterisees en ce qu'elles comprennent a 
titre de substance active au moins un anticorps anti-idiotypique selon la revendication 7 
ou la revendication 8, ou au moins le fragment Fab selon la revendication 9 ou au moins 
le complexe selon la revendication 10, en association avec un v6hicule 
pharmaceutiquement acceptable. 
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Figure 2 
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Figure 4A 
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Figure 4B 
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Figure 7 A 
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FcrmAaira PCT/ISA/210 (cfeuxieme leuiUe) (juiBet 1992) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECHERj 



INTERNATIONALE 



Demar ^fcoUonate No 

PCT/kW/01952 



C. (suite) DOCUMENTS C0NS1DERES COMME PERTINENTS 



Categoric * Identtfleailon des documents cites, avecte cas echeant, I'tndJcattondes passages pertinents 



no. des revendteations visees 



P,A 



DIKOV M ET AL: "A functional fibroblast 
growth factor-1 immunoglobulin fusion 
protein." 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
vol. 273, ho. 25, 

19 juin 1998 (1998-06-19), pages 15811-7, 
XP002131796 

page 15812, colonne de droite, ligne 65 
-page 15814, colonne de droite, ligne 22 
page 15816, colonne de droite, ligne 10 

FR 2 742 662 A (CNRS) 
27 juin 1997 (1997-06-27) 
revendi cations 1-15 

WO 98 21237 A (PRAECIS PHARMACEUTICALS 
INCORPORATED) 22 tnai 1998 (1998-05-22) 
page 3, ligne 2 - ligne 7 

PLOUET J ET AL: "VEGF dependent tumoral 
progression: stimulation by anti VEGF 
idiotypic antibodies." 
JOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRY. 
SUPPLEMENT 18A, 

1994, page 328 XP000602723 
abrege EZ3111 

WO 99 45018 A (IMC LONE SYSTEMS 
INCORPORATED) 

10 septembre 1999 (1999-09-10) 
page 1 -page 3; revendi cations 1-56 



3,7-13 



1-3,10 



1-13 



1-13 



1-13 



Formulate PCT/tSA/210 (stita de la daujoeme (euilie) tju<U« 19921 
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RAPPORT DE RECHER 

Rense tenements rclattfs au.. ..icmbres 



CHE 



INTERNATIONALE 

de brevets 



Demar 

PCT/F 



'nlemationate 



No 

01952 



Document brevet cite 




I Date de 


Membre{s) de la 


Date de 


au rapport de recherche 




1 publication 


famille de brevet(s) 


publication 


FR 2742662 


A 


27-06-1997 


EP 


0868434 A 


07-10-1998 






WO 


9723510 A 


03-07-1997 








JP 2000506501 T 


30-05-2000 


yO 9821237 


A 


22-05-1998 


AU 


5357798 A 


03-06-1998 






EP 


0941247 A 


15-09-1999 


WO 9945018 


A 


10-09-1999 


AU 


2994599 A 


20-09-1999 






EP 


1032583 A 


06-09-2000 



Fomajfafrt PCT/IS A/210 (annex© fa/roBes de brevets) (jufflet 1992) 



RAPPORT DE 



INTERNATIONALE 



Demar 

PCT, 



r^kmai 

JPoo, 



itlonate No 

0/01952 



fcftT^O^W^M/fcB A61P9/00 A61K47/48 



Seion la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fots selon la classification nationals et la C1B 



B. POMAINES SUB LESQUELS LA BECHEBCHE A PORTE 



Documentation minimale consuttee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C07K A61K A61P 



Documentation consulted autre que ta documentation minimale dans la mesure ou ces documents ret event des domaines sur lesquete a port© la recherche 



Base de donnees electronique consul tee au cours de la recherche intemationaie (nom de la base de dormees, et sj realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, MEDLINE, BIOSIS, CHEM ABS Data, EMBASE 



C DOCUMENTS CONS1DERES COMME PERTINENTS 



Categorie • Identification des documents cites, avec, le cas echeant, indication des passages pertinents 



no. des revendi cations visees 



ORTEGA N ET AL: "Modulation de la 
progression tumoral e par des anti corps 
anti-idiotypiques de facteurs 
angiogeniques." 

COMPTES RENDUS DE L'ACAD£MIE DES SCIENCES. 
SERIE III, SCIENCES DE LA VIE, 
vol. 319, no. 5, mai 1996 (1996-05), pages 
411-5, XP000601935 

page 412, colonne de gauche, ligne 60 - 
ligne 64 



V— 



1,2,4-6 



3,7-13 



LI 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la iiste des documents 



ID 



Les documents de families de brevets soot indtques en annexe 



• Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 

considers? comme particulierement pertinent 
•E" document anterieur, mat's pubfie a ia date de depot tntemationaJ 

ou apres cette date 
*L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 

priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 

autre citation ou pour une raison speciale {telle qu'indlquee) 
'O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
*P" document puttie avant la date de depot international, mais 

posterieurement a ia date de priorite revendiquee 



T" document idterieur pubtle apres la date de depot international ou la 
date de piiorita et n'appartenenarrt pas a I'etat de la 
technique pertinent mais cite pour com prendre le princtpe 
ou la theorie constituant la base de i'invention 

*X" document particulierement pertinent: I'inven tlon revendiquee ne peut 
etre consider ee comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document const de re isolement 

*Y" document particulierement pertinent; i'inven tion revendiquee 

ne peut etre const deree comme impliquant une activite inventive 
lorsque te document est associe a un ou pfusieurs autres 
documents de merrte nature, cette combtnaison etant evident© 
pour une personne du metier 

*<& ' document qui fait partfe de la memo famille de brevets 



Date a laquelle la recherche intemationaie a ete effectivement achevee 



23 octobre 2000 



Date d'expedition du present rapport de recherche intemationaie 



30/10/2000 



Nom et adresse postal e de ('administration chargee de la recherche intemationaie 
Office European des Brevets, P.S. 5618 Patentlaan 2 
NL-2280HV Rtjsvwjk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70)340-3016 



Fonctionnaire autorise 



Le Flao, K 
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RAPPORT DE 



RECH^jjHE 



INTERNATIONALE 




attonale No 



PCTy^r 00/01952 



C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categoric • tdentmcatton dea documents cites, avecte cas echeant, I'lndteaUondea passages pertinents 



no. des revendicatians visees 



P.A 



DIKOV M ET AL: "A functional fibroblast 
growth factor- 1 immunoglobulin fusion 
protein. M 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
vol . 273, no. 25, 

19 juin 1998 (1998-06-19), pages 15811-7, 
XP002131796 

page 15812, colonne de droite, ligne 65 
-page 15814, colonne de droite, ligne 22 
page 15816, colonne de droite, ligne 10 

FR 2 742 662 A (CNRS) 
27 juin 1997 (1997-06-27) 
revendi cations 1-15 

WO 98 21237 A (PRAECIS PHARMACEUTICALS 
INCORPORATED) 22 mai 1998 (1998-05-22) 
page 3, ligne 2 - ligne 7 

PLOUET J ET AL: " VEGF dependent tumoral 
progression: stimulation by anti VEGF 
idiotypic antibodies." 
JOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRY. 
SUPPLEMENT 18A, 

1994, page 328 XP000602723 
abrege E23111 

WO 99 45018 A (IMCLONE SYSTEMS 
INCORPORATED) 

10 septembre 1999 (1999-09-10) 
page 1 -page 3; revendi cations 1-56 



3,7-13 



1-3,10 



1-13 



1-13 



1-13 
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RAPPORT DE RECHER; 

Renitelqnerticnts relatffa «... ..iemb 



1 RCH E 



INTERNATIONALE 

Hies de brevets 



PCT/^Ro/01952 



Document brevet ate 
au rapport de. recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de ia 
famDle de brevet(s) 



Date de 
publication 



FR 2742662 


A 


27-06- 


■1997 


EP 


0868434 A 


07-10-1998 








WO 


9723510 A 


03-07-1997 










JP 2000506501 T 


30-05-2000 


WO 9821237 


A 


22-05- 


•1998 


AU 


5357798 A 


03-06-1998 








EP 


0941247 A 


15-09-1999 


WO 9945018 


A 


10-09- 


-1999 


AU 


2994599 A 


20-09-1999 








EP 


1032583 A 


06-09-2000 



ForrrajlairB PCTAS A/210 (annexe tomffles da brevets) 1992) 



TRAITE DE C OPERATION EN MATIERE DE BRg fcTS 

PCT 




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

W0B99CNRFGF1 


POUR SUITE voir ,a notification de transmission du rapport de recherche internationale 
{formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande internationale n° 

PCT/FR 00/01952 


Date du depot internationaltfour/mo/s/annee; 

06/07/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

07/07/1999 


Deposant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par I'administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a Particle 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

|X[ II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire don nee sous le meme point. 

| | la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a I'administration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acldes amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant), 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

| ~j contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

| | deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

[ j rem is ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

| | remis ufterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

| | La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

| | La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

2. II a 6te estlm£ que certalnes revendlcatlons ne pouvalent pas falre I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 

3. Q II y a absence d'unlte" de P Invention (voir le cadre II). 

4. En ce qui concerne le tltre, 

[X] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

| < Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



En ce qui concerne I'abregg, 

ry] ie texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

I — I le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par i'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 

I I presenter des observations a I'administration dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 

de recherche internationale. 

La figure des desslns a publier avec I'abrege est la Figure n° 

I I suggeree par le deposant. P[] Aucune des figures 

^ sy n'est a publier. 

[ | parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 

| | parce que cette figure caracterise mieux I' invention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuille) Quillet 1998) 



TRAITE D^^)OPERATION EN MATIER^^ BREVETS 

PCT 

RAPPORT DEXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

WOB99 AE CNR FGFI 



voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/1PEA/416) 



Demand e international e n° 
PCT/FR00/01952 



Date du depot international (jour/mois/ann6e) 
06/07/2000 



Date de priorite (jour/mois/ann6e) 
07/07/1999 



Classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C07K16/42 



Deposant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 7 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
6te modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I S Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la 
d'application industrielle 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventiv 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irregularites dans la demande internationale 

Observations relatives a la demande internationale 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


H 


VI 




VII 


H 


VIII 





Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

02/02/2001 



Date d'achevement du present rapport 
19.09.2001 



Nom et adresse postaie de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

3T- Office europeen des brevets 

Afii D-80298 Munich 

T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autoris6 
Renggli, J 

N° de telephone +49 89 2399 7461 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande Internationale n° PCT/FR00/01 952 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale {les feuilles de remplacement qui ont remises 
a I'office re'cepteur en r£ponse a une invitation faite conformement a ('article 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initialement de'pose'es" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17)): 

Description, pages: 

1-22 version initiale 

Revendications, N°: 

1-13 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/6-6/6 version initiale 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus 6taient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont et6 remis dans la langue suivan?e: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1 (bj). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de !a traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echSant), I'examen preliminaire internationale a et<§ effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme §crite. 

□ d6pos6 avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposed, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 



Formulaire PCT/I PEA/409 (cadres l-VIII, feuille 1) OuiNet 1998) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n° PCT/FR00/01 952 



□ de la description, pages : 

□ des revendications, n°* : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a et6 formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont et6 conside>6es 

comme allant au-dela de I'expose" de invention tel qu'il a e\6 depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indique'e au point 1 et 
annexee au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas 6ch§ant : 



V. Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite Inventive et la possibility 
^application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : 

Non : 

Activity inventive Oui : 

Non : 

Possibility d'application industrielle Oui : 

Non : 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VI. Certain documents cites 

1. Certains documents publics (regie 70.10) 
et/ou 

2. Divulgations non Scrites (regie 70.9) 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont e\6 constatees : 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande internationale 



Revendications 1-13 
Revendications 

Revendications 
Revendications 1-13 

Revendications 1-13 
Revendications 



Formulaire PCT/lPEA/409 (cadres l-VIII, feuiite 2) (juillet 1998) 



RAPPORT D EXAMEN 

PRELIM IN AIRE INTERNATIONAL Demande internationale n° PCT/FR00/01 952 



Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 



Formulaire PCT/I PEA/409 (cadres l-VIII, feuille 3) Quillet 1998) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande internationale n° PCT/FR00/01 952 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Section V: 

1. II est fait reference aux documents suivants: 

D1 ORTEGA N ET AL: 'Modulation de la progression tumorale par des 

anticorps anti-idiotypiques de facteurs angiogeniques.' COMPTES RENDUS 
DE L'ACADEMIE DES SCIENCES. SERIE III, SCIENCES DE LA VIE, vol. 
319, no. 5, mai 1996 (1996-05), pages 41 1-5, XP000601935 

D2 FR-A-2 742 662 (CNRS) 27 juin 1997 (1997-06-27) 

D3 DIKOV M ET AL: 'A functional fibroblast growth factor-1 immunoglobulin 
fusion protein.' JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, vol. 273, no. 25, 
19 juin 1998 (1998-06-19), pages 15811-7, XP002131796 

2. Application industrielle (Art. 33(4) PCT): 

Le contenu des revendications 1-13 est susceptible d'application industrielle. 

3. Nouveaute (Art. 33(2) PCT): 

Aucun de documents cites ne decrit des anticorps anti-idiotypiques du facteur de 
croissance fibroblastique 1 . Les revendications 1-13 sont done nouvelles par 
rapport a D1-D3. 

4. Activite inventive (Art. 33(3) PCT): 

Les documents D1 et D2, qui sont consideres comme les documents de I'etat de 
la technique les plus proches, decrivent des anticorps anti-idiotypiques du facteur 
de croissance fibroblastique 2 et/ou de VGEF (voir D1, resume et D2, 
revendications). 

Ces documents demontrent egalement I'utilite therapeutique et I'aspect pratique 
d'anticorps anti-idiotypiques diriges contre des facteurs participant aux 
phenomenes associes a I'angiogenese (voir parties experimental de D1 et D2). 



Formulaire PCT/Feuille s6par6e/409 {feuille 1) (OEB-avril 1997) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande internationale n° PCT/FR00/01 952 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL = FEU1LLE SEPAREE 



Le probleme que se propose de resoudre la revendication 1 par rapport a D.I et 
D2 peut done etre considere comme etant la mise au point d'un medicament 
alternatif permettant de favoriser ou inhiber I'angiogenese. 

La solution proposee dans la revendication 1 de la presente demande, soit 
I'utilisation d' anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 , 
n'est pas consideree comme inventive (article 33(3) PCT) pour les raisons 
suivantes: 

Le document D3 indique clairement que le facteur de croissance fibroblastique 1 
est associe a des maladies impliquant I'angiogenese. L'homme du metier desirant 
mettre au point une alternative au medicament de D1 et D2 considererait done 
I'emploi du facteur de croissance fibroblastique 1 comme une alternative evidente. 
La revendication 1 n'est done pas inventive. II est noter qu'aucune difficulty 
technique n'a ete rencontree dans le developpement des anticorps de la presente 
demande puisque les protocoles suivis sont standards dans le domaine. 

Les revendications 2-6 resultent de processus de selection non-inventifs. 

Les revendications 7-13 ne vont pas au-dela des documents D1 et D2 et elles ne 
sont done pas inventives (voir D1 , methodes d'etudes et D2, revendications 9-15). 

Section VI 

Certains documents publies (regie 70.10) 

Date de priorite 

Demande n° Date de publication Date de depot (valablement revendiquee) 

Brevet n° (jour/mois/ann6e) (jour/mois/annte) (jour/mois/ann6e) 

WO 99/45018 10.09.1999 08.03.1999 06.03.1998 

Cet examen est fonde sur I'hypothese que toutes les revendications jouissent d'un 
droit de priorite datant du depot du document de priorite. S'il s'averait qu'il n'en 
etait pas ainsi, le document ci-dessous cite dans le rapport de recherche 
internationale pourrait devenir pertinent pour juger de la nouveaute et de I'activite 
inventive de la presente demande. L'attention du demandeur est de plus attire sur 



Formulaire PCT/Feuille separee/409 (feuille 2) (OEB-avril 1997) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande internationale n° PCT/FR00/01 952 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEU1LLE SEPAREE 

le fait que ce document est au benefice d'une date de priorite anterieure a la. . 
presente demande. 

Section VII 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas 
I'etat de la technique anterieure pertinent expose dans les documents D1-D3 et 
ne cite pas ces documents. 

Section VIII 

1. La revendication 1 concerne une deuxieme application medicale ainsi qu'une 
utilisation simple pour produire un produit diagnostic (voir derniere partie de la 
revendication suivant le terme "ou"). Ce melange de categories de revendications 
aurait du etre evite. 

2. La caracteristique technique "circulant" semble superflue pour definir I'anticorps 
de la revendication 8, puisque ladite caracteristique ne semble pas impliquer que 
I'anticorps ait une forme et/ou structure particuliere (Art. 6 PCT). 

3. Le terme "FGFR2b" , utilise dans la revendications 2, 7 et 8 , n'a pas de 
signification bien etablie et reconnue et laisse un doute quant a la signification de 
la caracteristique technique a laquelle il se refere. L'objet desdites revendications 
n'est done pas clairement defini (article 6 PCT). Aucune reference a un tel 
recepteur n'a pu etre trouvee dans I'art anterieur a disposition. 

4. La caracteristique technique "proteine de 140 kDa" est consideree comme 
obscure prise isolement (Directives PCT, Gazette PCT- Section IV, 111-4.1, 4.2) et 
devrait etre clarifiee. De plus, il n'est pas claire ou une telle phosphorylation a ete 
demontree dans la demande. Cette derniere objection s'applique aussi a la 
caracteristique technique concernant la demi-vie des anticorps de la revendication 
8. 

5. Le terme "respectivement" semble superflu dans la revendication 7 (Art. 6 PCT). 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of ( Replace menl sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article I -t are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| | the international application as originally tiled. 

the description, pages . as originally filed. 



□ 



the claims. 



pages 
pages 
pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



Hied with the demand, 
filed with the letter of 
. filed with the letter of 



1-13 



. as original ly 11 led. 

. as amended under Article 19. 

. filed with the demand. 

. filed with the letter of 

. filed with the letter of 



| | the drawings. sheets/fig 



1/6-6/6 



sheets/fig 

sheets/fig 

sheets/fig 

2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

i | the description, pages 

I 1 the claims. Nos. 



. as originally filed. 

. filed with the demand. 
. filed with the letter of 
. filed with the letter of 



I | the drawings. sheets/fig 



I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
3 - ' — 1 to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-13 



1-13 



1-13 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. The following documents are referred to: 

Dl ORTEGA N. ET AL . : "Modulation de la progression 
tumorale par des anticorps anti- idiotypiques de 
facteurs angiogeniques " , COMPTES RENDUS DE 
L'ACADEMIE DES SCIENCES, SERIE III, SCIENCES DE LA 
VIE , Vol. 319, N : 5, May 1996 (1996-05), pages 
411-5, XP000601935 



D2 FR-A-2 742 662 (CNRS) 27 June 1997 (1997-06-27) 

D3 DIKOV M. ET AL . : "A functional fibroblast growth 
factor-1 immunoglobulin fusion protein", JOURNAL 
OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, Vol. 273, N G 25, 19 June 
1998 (1998-06-19), pages 15811-7, XP002131796. 



2. Industrial Applicability (PCT Article 33(4)): 



The content of Claims 1-13 is industrially applicable. 



3. Novelty (PCT Article 33(2)): 

None of the cited documents describes anti-idiotypical 
fibroblast growth factor-1 antibodies. Claims 1-13 are 
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therefore novel in relation to D1-D3. 

4. Inventive Step (PCT Article 33{3)): 

Dl and D2 , which are considered to represent the 
closest prior art, describe ant i-idiot ypical antibodies 
of fibroblast growth factor-2 and/or VEGF (see Dl , 
summary;-^ and D2; ^claims) . 

These documents also demonstrate the therapeutic 
benefit and practical aspect of anti-idiotypical 
antibodies used against factors involved in the 
phenomena associated with angiogenesis (see 
experimental parts of Dl and D2 ) . 

Thus, in view of Dl and D2, the problem addressed by 
Claim 1 can be considered to be that of providing an 
alternative drug enabling angiogenesis to be promoted 
or inhibited. A person skilled in the art wishing to 
provide an alternative to the drugs defined in Dl and 
D2 would therefore consider the use of fibroblast 
growth factor-1 as an obvious alternative. 
Consequently, Claim 1 is not inventive. It should be 
noted that no difficulty was encountered in producing 
the antibodies of the present application since the 
protocols used are standard in this field. 

Claims 2-6 are the result of non-inventive selection 
processes . 

Claims 7-13 do not go beyond Dl and D2 and they are 
therefore not inventive (see Dl, study methods; and D2, 
Claims 9-15) . 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: Box VI 

The present examination is based on the assumption that 
all the claims enjoy a priority right arising on the 
filing date of the priority document. Should this prove 
to be incorrect, the above-mentioned document [WO 
99/45018], which is cited in the international search 
report, could become relevant to the assessment of the 
novelty and inventive step of the present application. 
The applicant should also note that this document enjoys 
a priority date that is earlier than the present 
application . 
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VII. Certain defects in the international application 

The fallow mg detects in the form or contents of the international application have been noted - 

Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii), the 
description does not indicate the relevant prior art 
disclosed in D1-D3, nor does it mention these documents. 
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VIIL Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and draw ings or on the question whether the claims are full} 
supported by the description, are made: 

1. Claim 1 concerns a second medical use, as well as a 

use for making a diagnostic product {see last part of 
the claim, after the word "or") . This combination of 
different categories of claim should have been 
avoided. 



2. The technical feature "circulating" appears to be 

superfluous to the definition of the antibody of Claim 
3, since this feature does not appear to imply that 
the antibody has a specific form and/or structure (PCT 
Article 6) . 



3. The term "FGFR2b", as used in Claims 2, 7 and 8, has 
no well-established and recognised meaning and it 
creates doubt as to the significance of the technical 
feature to which it refers. Consequently, the subject 
matter of these claims is not clearly defined (PCT 
Article 6} . No reference to this receptor has been 
found in the available prior art. 



4. The technical feature "protein of 140 kDa", considered 
in isolation, is deemed to be obscure (PCT Examination 
Guidelines, Chapter and 4.2) and requires 

clarification. Furthermore, it is not clear where such 
phosphorylation has been demonstrated in the 
application. The latter objection also applies to the 
technical feature concerning the half-life of the 
antibodies of Claim 8. 



5. The word "respectively" appears to be superfluous in 
Claim 7 (PCT Article 6) . 



Form PCT/IPEAM09 (Box VIII) (January 1994) 



PCT/FROO/01952 

TRAITE DE ^OPERATION EN MATIERE^ BREVETS 



Expedites: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION D' ELECTION 

(regie 61.2 du PCT) 


Destinataire: 

i Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

201 1 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qualtte d'office £lu 


Date d'exp6drtion (jour/mois/annee) 

07 mai 2001 (07.05.01) 




Demande intemattonale no 
PCT/FR00/01952 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
WOB99CNRFGF1 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
06 juillet 2000 (06.07.00) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
07juillet1999 (07.07.99) 


Deposant 

PLOUET, Jean etc 





1. L'office design6 est avis6 de son election qui a ete faite: 

I Xf dans la demande d'examen preliminaire international presentee £ ('administration chargee de I'examen preliminaire 
international le: 

02 fevrier2001 (02.02.01) 



| | dans une declaration visant une election ulterieure d&posee aupres du Bureau international le: 



2. Selection [x] aet6faite 




n'a pas ^te faite 



avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 



Bureau international de I'OMPI 


Fonctionnaire autorise 


34, chemin des Colombettes 


Antonia Muller 


1211 Geneve 20. Suisse 




no de telecopies: (41-22) 740.14.35 


no de telephone: (41-22) 338-83.38 



Formufaire PCT/IB/33I (juiliet 1992) FR0001952 



REPUBLIQUEFRAN 



INSHTUT NATIONAL 
de la 

PROPRIETE INDUSTRIELLE 



RAPPORT DE RECHERCHE 

PRELIMINAIRE- 

etabli sur la base des demieres revendications 
depos£es avant le commencement de la recherche 



N" d'enreglstrement 
national 



FA 579177 
FR 9908779 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorle 



Citation du document avec Indication, en cas de besoin, 
des parties pertinentes ; 



ORTEGA N ET AL: "Modulation de la 
progression tumorale par des anticorpsy 
ant1-id1otyp1ques de facteurs 
anglogeniques . " 

COMPTES RENDUS DE L'ACADEMIE DES SCIENCES. 
SERIE III, SCIENCES DE LA VIE, 
vol. 319, no. 5, ma1 1996 (1996-05), pages 
411-5, XP000601935 ^ 

* page 412, colonne de gauche, ligne 60 - 
ligne 64 * 



FR 2 742 662' A (CNRS) 

27 juin 1997 (1997-06-27) 

* revendications 1-15 * 

i* 

WO 98 2123/" A (PRAECIS PHARMACEUTICALS 
INCORPORATED) 22 mai 1998 (1998-05-22) 

* page 3, ligne 2 - ligne 7 * 

DIKOV M ET AL: "A functional fibroblast 
growth f act or-1 Immunoglobulin fusion 
protein. " 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
vol . 273, no. 25, 

19 juin 1998 (1998-06-19), pages 15811-7, 
XP002131796 * 

* page 15812, colonne de droite, Hgne 65 
- page 15814, colonne de droite, ligne 22 
* 

* page 15816, colonne de droite, ligne 10 
* 



-/-- 



Revendications 
cuncemdes 



de la demands 
exarrineu 



1,2,4-6, 

8,10, 

13-15 



3,7,11, 
12 

3,11,12 



1-15 



DOMAJHES TECHNIQUES 
RECHERCHES (lnt.CL.7) 



C07K 
A61K 
A61P 



Date.tfac 

- ■ ■ : ' k 


hewement 'de fa. recherche -- 

> fevri^^S|: ; . 


. . Exarntnateur 


CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : partfcuUfcrement pertinent ^'!ul seul •• 

Y : particulfre^e&eertlnent errjcprt^Mlson avecun 

autre dd : cumqpfc$j la meme'c^e&ofleij:- £ Y 
A :' pertinent a Tenoffitre cTau rV^ins^ne'irevendteatfon 

ou arriere^lan^Hnologlque getieral 
0 : divulgation non^S^me '■ 1 ^. '"-•>'•' ' * r 
P : document intercaiaire- 


_. __ r , _^ — -i—rr" ■ 

T : tMorftp'ti |p1ndpe;a la"bas© otf invention 1 
E :- do&H^ntjde' feravet iberief§iaVit o" uhe date anterio ure 
■„ • - . bk&Wi&^tote&i frai^elp^lfe^i/a'&tle'aaW- 
- : . de <tfp«.tt) qtfa^-lclate-'p64^«ir^- •• ' ^ 
D : cltettarfe t&xto&$0&'$ '• **:.<*j*«.-^ ■ 
: j^.poMr.* Ajflfca i&soasi ' 'h*;'f---%tv\*. -> .. 

k : membre de la mSrne Tamltie; aocuroent correspondant- ■ 





r 

St; 



page 1 de 2 



REPUBLIQUfc FRAN? 



INSTITUT NATIONAL 
• de la 

PROPRIETE INDUSTRIELLE 



RAPPORT DE RECHERCHE 

PRELIMINAIRE 

etabli sur la base des demieres revendications 
d6pos6es avant le commencement de la recherche 



N° d'enreglstrement 
national 



FA 579177 
FR 9908779 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Catagoria 



Citation du document avec indication, en caa de besoln, 
das parties pertlnentee 



Revendications 
concemees 
de la demands 
examinee 



PLOUET J ET AL: "VEGF dependent tumoral 
progression: stimulation by anti VEGF 
idiotypic antibodies." 
JOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRY. 
SUPPLEMENT 18A,1994, page 328 XP000602723^ 
abrege EZ3111 

WO 99 45018 "A (IMCLONE SYSTEMS 
INCORPORATED) 

10 septembre 1999 (1999-09-10) 

* page 1 - page 3; revendications 1-56 * 



1-15 



1-15 



DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHES (tnt.CL.7) 



Oate cTach&vemeni de la recherche 

29 fevrier 2000 



Examinateur 

Le Flao, K 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : particulierement pertinent a lui seul 

Y : particulierement pertinent en comblnaison avecun 

autre document de la meme categorle 
A : pertinent a rencontre d*au moins une re syndication 

ou arria re-plan technologlque general 
O : divulgation non-ecrite 
P : document Intercalaire _ 



T : theorle ou prtncipe a ta base de ('invention 

E : document de brevet beneflclant d*une date anterfeure 

a la date de depot et qui n'a ate publlequ'a cette date 

de depot ou qu'a une date posterieure. 
D : cite dana la demande 
L : cite pour cfautrea raieons 

& : membre de la meme Vamiile, document correspondent 



page 2 de 2 



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE PRELIMINAlRE 

RELATIF A LA DEMANDE DE BREVET FRANQAIS NO. FA 579177 

FR 9908779 

La prisente annexe ihdique les membres de la famille de brevets relatifs aux documents brevets cit6s dans le rapport de 
re ch erche p r6 ii m i naire v ise" ci-dessu s . 

Lesdits membres sont contenus au fichier informatique de ('Office europe'en des brevets a la date du 

Les renseignements fournis sont donnSs a titre indicatif et n'engagent pas la responsabilite de I'Office europe'en des brevets 

ni de ('Administration frangaise 

29-02-2000 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 


Date de 
publication 


Membre(s) de la 
famille de brevet(s) 


Date de 
publication 



FR 2742662 A 27-06-1997 EP 0868434 A 07-10-1998 

W0 9723510 A 03-07-1997 



WO 9821237 A 22-05-1998 AU 5357798 A 03-06-1998 

EP 0941247 A 15-09-1999 



W0 9945018 A 10-09-1999 AU 2994599 A 20-09-1999 



Pour tout renseignement concernant cette annexe : voir Journal Officiel de I'Office europe'en des brevets, No. 12/82 



